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RESUMO

Varios materiais vém investigados como potenciais suportes para imobilizagcdo de
enzimas. Dentre eles destaca-se a fibra da casca de coco verde por ser bastante
disponivel, de baixo custo e rica em celulose e lignina. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um novo método para obtencdo de um suporte para
imobilizacdo de enzimas, a partir da fibra da casca de coco verde. Inicialmente, foi
avaliado a concentracdo de peréxido de hidrogénio mais eficiente para o pré-
tratamento da fibra. A condigdo de 4,5% de perdxido de hidrogénio em pH 11,5 foi a
selecionada. Apos esta etapa, dois métodos de funcionalizagao foram avaliados. Na
funcionalizagcédo por oxidagdo com periodato de sddio o efeito de tempo e proporgao
fibra:reagente foram estudados e foram obtidos 198 umol de grupos aldeido 1g de
fibra. E para funcionalizagdo com grupamentos tosila, foram testadas variagbes no
tempo, na concentragdo de reagente e na base presente no meio. Com base em
dados de impacto ambiental fornecidos pelo Software SimaPro e por Microscopia
Eletronica de Varredura utilizando Espectroscopia por Energia Dispersiva, foi possivel
constatar que a trietilamina foi a base que causou menor impacto ambiental negativo
e maior capacidade de incorporar grupamentos tosil na fibra. As fibras brutas, pré-
tratadas e funcionalizadas foram avaliadas quanto a estabilidade quando submetidas
a diferentes meios reacionais (tampao fosfato pH 5, 7 e 9, etanol, etanol juntamente
com 6leo (1:1), e somente 6leo), nas temperaturas 40 e 50°C, sob agitacao e durante
7 dias. Analises de FTIR, TGA e colorimetria mostraram preservacdo da estrutura
lignoceluldsica e remogéao de extrativos e ceras. As imobilizagdes utilizando lipase B
de Candida antarctica (CALB) nas fibras funcionalizadas apds o pré-tratamento (FF)
e apos a lavagem (FLF) ocorreram em condicoes de pH 7 e pH10, tempos de 2 e 24h
e temperatura de 25°C. Foi possivel imobilizar CALB em ambos suportes testados.
Com maior atividade apresentada para a FF em pH 7 durante 24h, com valor de 1039
U/Kg. Foi possivel tratar as fibras utilizando peréxido alcalino e funcionaliza-las com
periodato de sodio para posteriormente realizar as imobilizagdes. Os testes com o
cloreto de p-toluenosulfonila também se mostraram promissores, no entanto serao

necessarios estudos futuros para otimizacado da condicédo desta reacgao.

Palavras-chave: Lipase; Imobilizagao; Suporte lignoceluldsicos; grupamento aldeido;

grupamento tosila.



ABSTRACT

Several materials have been investigated as potential supports for immobilizing
enzymes. Among them, the fiber of green coconut shell stands out because it is very
affordable, and rich in cellulose and lignin. Thus, the objective of this work was to
develop a new obtention method for supports to immobilize enzymes, from the fiber of
the green coconut shell. Initially, the most efficient hydrogen peroxide concentration
for fiber pretreatment was evaluated. The condition of 4.5% hydrogen peroxide at pH
11.5 was selected. After this stage, two functionalization methods were evaluated. In
the functionalization by oxidation with sodium periodate the effect of time and
fiber:reagent ratio were studied and 198 umol of aldehyde 1g fiber groups were
obtained. For the functionalization with tosyl groups, variations in time, reagent
concentration, and in the base present in the medium were tested. Based on
environmental impact data provided by the SimaPro Software and by Scanning
Electron Microscopy using Dispersive Energy Spectroscopy, it was possible to verify
that triethylamine was the base that caused the least negative environmental impact
and greater capacity to incorporate tosil groups in the fiber. Crude, pre-treated and
functionalized fibers were evaluated for stability when subjected to different reaction
media (phosphate buffer pH 5, 7 and 9, ethanol, ethanol together with oil (1: 1), and
only oil), at temperatures 40 and 50 ° C, under stirring for 7 days. FTIR, TGA and
colorimetry analyzes showed preservation of the lignocellulosic structure and removal
of extracts and waxes. Immobilizations using Candida antarctica lipase B (CALB) in
the functionalized fibers after pretreatment (FF) and after washing (FLF) occurred
under conditions of pH 7 and pH 10, 2 and 24h and temperature of 25 °C. It was
possible to immobilize CALB on both tested supports. The greater activity was
presented by FF at pH 7 for 24h, with a value of 1039 U / Kg. It was possible to treat
the fibers using alkaline peroxide and functionalize them with sodium periodate to later
perform the immobilizations. Tests with p-toluenesulfonyl chloride have also shown
potential, however future studies will be needed to optimize the condition of this
reaction.

Keywords: Lipase; Immobilization; Lignocellulosic support; aldehyde group; tosyl
group.
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1 INTRODUCAO

Os catalisadores sdo substancias capazes de acelerar as reacdes atraves
de um caminho alternativo, que exige uma menor energia de ativacdo que o caminho
original. (ATKINS & JONES, 2019). A obtencdo de determinados produtos por rota
quimica, a exemplo de biodiesel, demanda o uso de catalisadores quimicos,
condicbes extremas de processo como alta temperatura, alta concentracdo de
reagente e elevado tempo de reacdo (M. E. GONZALEZ et al., 2017). Rotas
exclusivamente quimicas podem fornecer baixa especificidade e, consecutivamente,
gerar produtos de composi¢cao quimica mista ou contaminados, e isso contribui para
gue haja etapas de purificacdo do produto (MENDES et al., 2011; WANG et al., 2017).
As enzimas sdo consideradas catalisadores bioldgicos e seu uso pode ser uma
alternativa promissora aos catalisadores usualmente empregados para realizar
algumas reacdes de forma mais segura e econdmica. Enzimas séo responsaveis pela
sintese da maioria das reacfes metabdlicas nos seres vivos, elas sdo muito
especificas e, em condi¢cbes ambientais suaves de pH, temperatura e pressado séo
muito ativas (BARBOSA et al., 2014). O alto grau de especificidade das enzimas da a
elas regioespecificidade, estereoespecificidade e capacidade de reagir apenas com o
substrato de interesse. Estes fatores garantem que a formacédo de produtos
indesejados podem ser evitada ou reduzida (KRAJEWSKA, 2004).

As lipases sdo uma categoria de enzimas muito utilizadas em processos
biocatalisados devido ao fato de possuirem ampla especificidade e conseguirem
catalisar varios tipos de reacbes (MANOEL et al., 2015). Apesar de possuirem
excelentes propriedades cataliticas, elas possuem caracteristicas que ndo sao
adequadas para uso industrial, como baixa estabilidade, inibicdo por altas
concentracdes de substrato e produto, e baixa atividade e seletividade para substratos
ndo naturais. Uma alternativa para viabilizar o processo € através da imobilizacédo
enzimatica. A imobilizacdo enzimatica facilita o manuseio da enzima (HERNANDEZ;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011), se feita corretamente aumenta a produtividade dos
biocatalisadores e aprimora suas caracteristicas (MOHAMAD et al., 2015). Muitos
materiais utilizados para suporte sdo considerados caros e dificeis de usar em escala
industrial (ALBAYRAK; YANG, 2002) sendo demandados materiais que possam
viabilizar esse processo e diminuir seus custos. Dentre os materiais de baixo custo,

os lignoceluldsicos possuem elevada resisténcia mecéanica, sdo passiveis de
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funcionalizacéo e tem sido bastante promissores em relagdo a sua utilizagdo como
suporte para imobilizacdo enzimatica. Podemos citar o uso do algoddo para
imobilizagdo de [3-galactosidase de Aspergillus oryzae, imobilizacdo de tripsina em
fios de algodao, imobilizagdo de lipase B de Candida antarctica em fibra de coco verde
e imobilizacédo de lipase de Candida rugosa em nanocelulose (ALBAYRAK & YANG
2002; BRIGIDA et al. 2007; ELIAS et al. 2018; NIKOLIC et al. 2010).

Entre os materiais lignocelulésicos, temos a fibra da casca de coco verde
gue € um rejeito oriundo, principalmente, do consumo de agua de coco. Para cada
100 kg de coco verde, cerca de 85 kg séo cascas (MATTOS et al., 2011). Os estudos
com fibra de como suporte vao desde adsorcao de lipase em fibra natural lavada com
agua a funcionalizacdo com Glicidiloxipropilmetoxisilano (GPTMS), utilizando enzimas
variadas como lipases e Lacases (BRIGIDA et al., 2007; BRIGIDA et al., 2008;
CRISTOVAO et al., 2012; CRISTOVAO et al., 2011). A utilizacio desses materiais
como suporte para imobilizagdo enzimatica seria mais uma alternativa para obtencao
de um produto de alto valor agregado. No entanto, para obtencdo de um derivado com
maior estabilidade operacional em meio aquoso, a imobiliza¢édo por ligacdo covalente
€ a estratégia mais usual. Para tanto, € necessario que o suporte possua grupos que
possam se ligar quimicamente com a enzima. A fibra de coco ndo possui naturalmente
esses grupamentos em sua composicao; no entanto, é possivel inseri-los através de
funcionalizacdo. Brigida et al. (2007) e Cristovao et al. (2012), funcionalizaram a fibra
de coco com GPTMS, hidrolisaram a fibra com &cido sulfurico e oxidaram com
periodato de sédio. Bezerra e colab (2014) trabalharam utilizando dois agentes
funcionalizantes, o glioxil e o glutaraldeido, onde apés a funcionalizagdo com o glioxil
fez-se necesséario uma etapa de oxidacdo com o periodato de sodio. Um método
simples que tem sido amplamente usado para adicdo de grupamentos ligantes é a
reacdo direta com periodato de sédio, que € capaz de oxidar os grupamentos de
hidroxila dos carbonos C-2 e C-3 das unidades de anidroglucose presentes na
celulose resultando em um dialdeido (KUMARI et al., 2015; NIKOLIC et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2020). Esse dialdeido formado € capaz de imobilizar enzimas
sem necessidade de etapas intermediarias, formando uma ligagdo estavel
diretamente entre a enzima e o suporte. Dessa forma, o presente trabalho busca
desenvolver um novo método para obtencdo de um suporte para imobilizacdo de
enzimas, a partir da fibra de coco, contendo grupamentos funcionais que permita a

imobilizacéao de lipase por ligacdo covalente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um novo método para obtencéo
de um suporte para imobilizacdo de enzimas, a partir da fibra de coco verde,
contendo grupamentos funcionais que permita a imobilizacao de lipase por ligacao
covalente.

2.2 Objetivos especificos

Determinar as condi¢des para o pré-tratamento da fibra por oxidacéo alcalina para
limpeza da superficie e remocéo parcial da lignina presente na fibra;

Inserir grupamentos funcionais na fibra de coco verde através de reacdes de
oxidacao ou substituicao;

Avaliar a estabilidade das fibras quando submetidas a diferentes meios
reacionais;

Avaliar o potencial de imobilizacédo de lipase B de Candida antarctica nos suportes

desenvolvidos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Enzimas

A velocidade das reacbes depende da barreira energética entre 0s
reagentes e os produtos e essa barreira € chamada de energia de ativacdo, e para
qgue haja reacédo as moléculas precisam de energia suficiente para ultrapassar essa
barreira. Desta forma, as enzimas fornecem uma rota alternativa de baixa energia de
ativacdo e assim maior velocidade da reacdo (CHOUDHURY, 2020). Enzimas sé&o
proteinas biocatalisadoras que participam em varias reagfes bioquimicas que
ocorrem noOs Seres Vivos e que possuem excelentes propriedades que permitem a
realizacdo de processos quimicos em condicbes ambientais benignas (CHIBATA,
1986; MATEO et al.,, 2007). Sado altamente especificas, pois tem capacidade de
modificar apenas um substrato produzindo apenas um produto entre varios possiveis
e sdo muito ativas sob condi¢cdes ambientais brandas (BARBOSA et al., 2014). Além
da sua forma livre, elas podem ser encontradas naturalmente imobilizadas,
geralmente em plantas, como é o caso das peroxidades e das oxidases (KOZAN et
al., 2007; WILLIAM et al, 2002). O conteudo dessas enzimas pode variar de acordo
com a espécie vegetal e sua principal funcdo é na atuagcdo como protecdo contra
infeccdes virais e microbianas (VIGYAZO; HAARD; VAMOS-VIGYAZO, 1981). A
forma livre das enzimas néo € indicadas para interesses industriais, desta forma faz-
Se necessario etapas que possam vir a estabiliza-la (EIJSINK et al., 2005). Quando
estabilizadas as enzimas podem ser utilizadas em varios setores da industria téxtil,
farmacéutica, de alimentos, de papel e celulose. Elas disso séo divididas em seis
classes, de acordo com o tipo de reacdo que elas catalisam(JUNQUEIRA PINTO
BRITO et al., 2016):

- Oxirredutases: S&o responsaveis por catalisar reacbes de oxirreducdo ou
transferéncia de elétrons;

- Transferases: Transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil, carboxil, entre
outros;

- Hidrolases: Catalisam reacdes de hidrolise de ligacdo covalente;

- Liases: Remocao de grupos deixando uma ligacdo dupla ou adicédo de grupos a
duplas ligagoes;

- Isomerases: Reacéao de interconverséao entre isbmeros geometricos ou opticos;
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- Ligases: Unido entre duas moléculas, sempre utiliza energia.

3.1.1 Lipases

Sao enzimas capazes de hidrolisar Oleos e gorduras presentes em
emulsdes ou gotas e geralmente possuem seu centro ativo e isolado do meio através
de uma cadeia polipeptidica que atua como tampa (BARBOSA et al., 2014). Na
presenca de 6leos ou gorduras a tampa se move para que haja interacao entre a sua
face hidrofébica com o meio, desta forma o centro ativo € exposto e a enzima é
adsorvida no meio hidrofébico, fendmeno chamado de ativacdo interfacial
(RODRIGUES, RAFAEL C.; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Suas propriedades
podem ser alteradas de acordo com as condi¢cBes de reacdo, onde essas condicdes
sao capazes de alterar a sua conformacéao e desta forma melhorar o desempenho das
condi¢fes de reacdo. Sao classificadas como hidrolases, pois catalisam a hidrolise de
ésteres, produzindo acido graxos livres, di e monogliceréis e glicerol (AGUIEIRAS;
CAVALCANTI-OLIVEIRA; FREIRE, 2015) e em baixas concentracdes de agua sao
capazes de atuar em reacoes de interesterificacao, transesterificacao e esterificacao
(RODRIGUES, CELSON et al, 2016). Elas s&do produzidas por animais,
microrganismos e plantas, atuam na renovacado dos lipidios, facilitam a digestéo e a
mobilizacdo de gordura no organismo. Possuem elevada enantioseletividade e
regioseletividade, o que impede a formacao de produtos indesejados. Sao utilizadas
no tratamento de &aguas residuais oleosas através da bioconversdo de 6leos e
gorduras, sdo aplicadas na sintese de farmacos, séo utilizadas na formacao do papel,
no processamento de ingredientes de alimentos funcionais producédo de alimentos
assados, fermentacao de vegetais para enriquecimento de laticinios, emulsionante de
alimentos e na remocdao de pitch (componentes hidrofébicos da maneira) (DEMUNER,;
JUNIOR; ANTUNES, 2011; MEYER, 2010; RODRIGUES, CELSON et al., 2016;
SANCHEZ; DEMAIN, 2011; VILLENEUVE et al., 2000).

3.1.1.1 Lipase B de Candida Antarctica
Candida antarctica é uma espécie de levedura capaz de produzir dois tipos

de lipases diferentes, A e B. A Lipase A depende do célcio e € muito termoestavel,

enquanto a Lipase B ndo depende do calcio e um pouco menos termoestavel. A
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especificidade em relacdo ao substrato € diferente entre as duas, a lipase B € pouco
reativa para triacilglicerideos grandes e muito ativa para uma gama de ésteres, tiois e
amidas, ja a lipase A tem preferéncia por grupamentos éster e € ativa de maneira nao
especifica em relacdo aos triglicerideos (ANDERSON; LARSSON; KIRK, 1998). Entre
todas as enzimas deste grupo, a Lipase B de Candica antarctica (CALB) possui mais
alta aplicagdo em varios processos industriais, elevada enantiosseletividade,
estabilidade em solventes organicos e ampla gama de substratos (STAUCH et al.,
2015). A CALB pode ser utilizada tanto em sua forma livre, quanto em sua forma
imobilizada. Podem ser utilizadas em fluidos supercriticos e em rea¢gdes organicas
tanto em meio aquoso quanto em reacles livres de solventes, também pode ser
utilizada na producao de R-Indanol, e na sintese de compostos farmacolégicos (Souza
et al., 2016; Foresti & Ferreira, 2005; Robert & Manoel, 2018).

3.2 Imobilizag&o de enzimas

A imobilizacdo de enzimas consiste em um confinamento em um suporte
sélido e facilitando o seu reuso (MENDES et al., 2011). O desenvolvimento de técnicas
para imobilizagdo vem se destacando pois facilita a reutilizacdo da enzima, favorece
a separacao dos produtos e aumenta a estabilidade em solventes orgéanicos. De
acordo com o modo de interacdo de entre a enzima e o suporte, os métodos de
imobilizacdo podem ser classificados em quimicos e fisicos. A imobilizacdo por meio
de retencdo fisica, ocorre quando onde a enzima aprisiona-se a uma matriz
polimérica, microcapsula ou membrana, e a imobilizacado pelo método quimico ocorre
guando ha interacdo da enzima com matriz insollvel e pelo uso de um reagente
multifuncional que possibilita as ligac6es cruzadas (HAIDER; HUSAIN, 2009), como
mostra a figura 1.
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Figura 1. Classificacdo dos diferentes métodos para imobilizagdo de enzimas de
acordo com a I[UPAC (1995)

Fonte: Elaborado pela autora

Dentre os métodos de imobilizacdo, existem alguns que ndo conseguem
fornecer a mesma possibilidade de formar uma ligacdo multipontual com a enzima e
em alguns casos a enzima imobilizada pode se tornar menos estavel que a enzima
solivel (TARDIOLI; PEDROCHE; GIORDANO, 2003). Por exemplo, a técnica de
adsorcao que apesar de apresentar baixo custo, ser uma técnica simples e apresentar
capacidade de regeneracdo da matriz do suporte, ela também apresenta uma grande
possibilidade de dessorg¢ao da enzima, devido a mudancgas de temperatura, pH e forga
idnica (LIU; CHEN; SHI, 2018).

No método de ligacdo cruzadas intermoleculares, as enzimas sao
reticuladas na presenca de um reagente bi ou multifuncional. No entanto a atividade
catalitica da enzima pode diminuir durante o processo de reticulacdo (LIU; CHEN; SHI,
2018).

Em contrapartida, a técnica de imobilizacdo por ligacdo covalente, forma
uma ligacao forte entre a enzima e o suporte. Nesta técnica ocorre interacéo entre 0s
grupamentos amina, grupos carboxilicos, tirosina, treonina, entre outros grupos

presentes na enzima com 0s grupos reativos do suporte (BRIGIDA et al., 2010).

3.2.1 Imobilizacao por ligacdo covalente em matriz insolavel

A imobilizacdo por ligacdo covalente baseia-se na técnica de insergéo de
grupos reativos o suficiente para interagirem com os grupos nucleofilicos das enzimas,
a interacdo formada entre a enzima e a matriz nesta técnica é mais forte que a
interacéo formada por imobilizacédo por adsorcéo e esta técnica evita o fenémeno da
dessorcédo (CABRAL et al., 2012) . Neste método € necessario conhecer 0s grupos

funcionais presentes no suporte, para entdo ativa-los de maneira adequada. A
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presenca no suporte de grupamentos hidroxila, aldeidos ou carbonilas, séo quem
definem o tipo de ativagcdo que sera aplicada. As enzimas possuem grupos funcionais
como aminas, grupos carboxilicos, grupos fendlicos da tirosina, grupo sulfidrico da
cisteina, grupo hidroxilico da serina, treonina e tirosina, grupo imidazol da histina e
grupo indol do triptofano (BRIGIDA et al., 2010), eles s&o capazes de se ligar com 0s
grupamentos reativos do suporte e a interacdo entre ambos € quem rege o bom
desempenho do suporte. Na imobilizacdo por ligacdo covalente a ligacdo entre o
suporte e a enzima € mais forte e duradoura, no entanto pode haver perda da atividade
enzimatica (BARBOSA et al., 2014; MATEO et al., 2007). Diante desta dificuldade
muitos estudos tém tentado aprimorar esta técnica, de forma que a enzima possa
manter sua estrutura conformacional, possa se tornar mais estavel e que possa
manter ou aumentar sua atividade catalitica. As principais vantagens desta técnica
sao proporcionar ao biocatalisador maior resisténcia em relagcdo ao pH, temperatura
e influéncia de solventes organicos, 0s suportes preparados podem ser aplicados em
varios tipos de reatores como, fluxo continuo, empacotado, tanque agitado e leito
fluidizado (CARDOSO; DE MORAES; CASS, 2009; DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004; VILLENEUVE et al., 2000).

Dentre os diferentes suportes empregados para imobilizacado de enzimas,
0os materiais lignocelulésicos vém se destacando devido a sua biodegradabilidade,
elevada disponibilidade, atoxicidade e elevada quantidade de grupos hidroxila reativos
(CHOUDHURY, 2018). Essas caracteristicas agregam valor a esse material e o
tornam objeto de estudo dentro da area de imobilizacdo enzimatica. A literatura relata
diversos trabalhos com grande variedade de suportes e enzimas. (ALBAYRAK &
YANG, 2002; BEZERRA et al., 2014; BRIGIDA et al., 2007; CRISTOVAO et al., 2012;
SOUZA et al., 2016; NIKOLIC et al., 2010).

3.3 Materiais lignocelulésicos

Os materiais lignocelulésicos sdo de origem vegetal, e sdo ricos em
carboidratos e sdo considerados matéria prima de grande interesse industrial
(ANWAR et al., 2014). Eles sdo compostos por polimeros de carboidratos fortemente
ligados (celulose e hemicelulose) e um polimero aromatico (lignina) (SUN; OTHMAN,
2019), embora possam apresentar teores diferentes. Eles também apresentam, em

menor quantidade frente aos compostos antereiores, extrativos e cinzas. Os extrativos
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sdo provenientes da matéria organica e as cinzas sao provenientes de compostos
inorganicos absorvidos pela planta em seu crescimento. Esses componentes estao

representados na Figura 2.

Figura 2. Representagéo do complexo lignocelulésico
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Fonte: Rubin (2008)

3.3.1 Celulose

A celulose é o polimero natural mais abundante da natureza
(WIDIYASTUTI et al.,, 2019). Em geral ela é resistente e desempenha um papel
essencial na manutencdo da estrutura das plantas. Possui estrutura linear e suas
unidades B-D-glicopiranose (CsH1005)n sao unidas por ligagdes glicosidicas 8 (1—4),
sendo a celobiose a unidade repetitiva do polimero. A celobiose é formada por duas
unidades de anidroglicose (AGU), que em relacéo ao plano da unidade seguinte estao
espacialmente rotacionadas a 180° (Figura 3) (HABIBI, LUCIA & ROJAS, 2010).
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Figura 3. Estrutura da Celobiose
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Fonte: Elaborado pela autora

A juncdo de 18 cadeias de celulose da origem as microfibrilas, que séo
incorpoaradas as hemiceluloses e a lignina formando a parede celular vegetal
(HABIBI, LUCIA, & ROJAS, 2010). A presenca de grupos hidroxila (OH-) livres nas
unidades de anidroglicose apresenta uma forte tendéncia a formar ligacdes de
hidrogénio. As ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular sdo responsaveis pela
manutencao das redes cristalinas e torna a celulose resistente a tratamentos quimicos
e bioldgicos. E devido esse arranjo que as cadeias sio rigidas e as microfibrilas de
celulose se organizam apresentando regides cristalinas alternadas com regides

amorfas.

3.3.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos, com estrutura quimica
variada e altamente ramificada, pois possui uma grande variedade de componentes
poliméricos (Figura 4). As hemiceluloses sdo constituidas por diferentes tipos de
sacarideos, tais como D-glicose, D-galactose, D-manose, D-xilose, D-arabinose
(SCHELLER; ULVSKOQV, 2010). Devido a combinacédo de diversos acucares e por
apresentarem uma estrutura amorfa, as hemiceluloses sdo mais solGveis em agua,
mais susceptiveis ao ataque de &cidos e bases e mais faceis de serem degradadas
gue a celulose (LI et al., 2010). O termo utilizado para o englobamento de celulose e
dos demais carboidratos, denominados em conjunto como hemiceluloses, é
holocelulose(TAHERZADEH; KARIMI, 2007).
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Figura 4. Representagéo da estrutura das hemiceluloses
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Fonte: Elaborado pela autora

3.3.3 Lignina

A lignina é um heteropolimero amorfo que € formado por trés unidades
basicas a p-hidroxifenila (H), a guaiacila (G) e a siringila (S) (Figura 5). Ao contrario
de hemicelulose que é um heteropolimero facil de ser decomposto, a lignina possui
uma maior resisténcia pois € um material mais polimerizado, o que gera uma estrutura
mais rigida (CAO et al., 2019). Ela confere a planta suporte estrutural,
impermeabilidade e resisténcia contra ataques microbiolégicos e mecanicos aos
tecidos vegetais. Além disso é o componente polimérico da madeira com maior
capacidade de absorver energia ultravioleta e visivel. Sua estrutura € amorfa e
irregular (Figura 6). A quantidade de cada uma dessas unidades pode variar de acordo

com a localizacéo, do clima e da idade da fonte do material lignocelulésico.

Figura 5. Representacéo das unidades bésicas da lignina
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Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 6. Representacéo da estrutura irregular da lignina

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.4 Fibra de coco verde

A fibra de coco verde € um dos materiais lignocelulésicos abundantes no
Brasil. O coqueiro (Cocos nucifera) pode ser cultivado em varias regioes tropicais,
mas esta mais presente nas regides litoraneas e € amplamente cultivado em todo o
mundo para consumo, embelezamento e controle de erosdo (BELLO et al., 2019). O
consumo da agua de coco é o principal meio de comercializacao desta planta. A agua
de coco pode ser vendida tanto no mercado informal, onde é comercializada dentro
do préprio fruto, como apds envasamento por industrias especializadas. De acordo
com o Instituto Brasileiro de Geografia de Estatistica (IBGE) em 2017 a producéo de
coco verde no Brasil foi de 1,8 bilhdo de frutos, onde 74,5% da producéo foi somente
a regido Nordeste, tendo como maiores produtores os estados de Bahia, Sergipe,
Ceara e Pernambuco. A deposicdo destas cascas em lixdes e aterros gera gastos
relacionados a coleta, transporte e armazenamento das mesmas, além disso, podem
ser um foco para a proliferacdo de varios vetores de doencas. A utilizacao das fibras
de coco como matéria-prima para a producdo de novos materiais com aplicacdes
inovadoras contribui para aumentar o seu interesse industrial e econémico.

A casca de coco em geral é formada por uma camada mais externa,
denominada epicarpo, uma camada mais fibrosa, de nome mesocarpo, uma camada
mais rigida onde existe a fibra de coco, o endocarpo, e uma camada comestivel o

endosperma carnoso (Figura 7). E ap0s o processamento do mesocarpo ha obtencao
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do p6 do coco, que corresponde a 70% do material obtido. O p6 pode ser utilizado
para adsor¢cdo de cobre em efluente contaminados, como substrato agricola, entre
outras aplicagbes (CHAVES & NEVES, 2019; MATTOS et al., 2011).

Figura 7. Estrutura basica da casca de coco verde

EXOCARPO ENDOCARPO

Fonte: Equipe Biopoint.com.br (2017)

A fibra de coco € composta marjoritariamente por celulose, lignina e
hemicelulose, no entanto o percentual dessa composicdo pode variar de acordo com
a localizacdo geografica, condi¢cdes climaticas, idade da planta, entre outros. A
literatura mostra diferentes valores percentuais para a composi¢do quimica da fibra,
podendo variar entre 24-45% para celulose, 35-43% para lignina e 12-25% para
hemiceluloses ( BRIGIDA et al., 2010; CABRAL et al., 2017; NASCIMENTO et al.,
2016; STELTE et al., 2019).

Dentre as varias maneiras de reaproveitar a FCCV estdo: obtencdo de
nanocristais de celulose; reforco em concreto de resisténcia média, em reforco de
compositos poliméricos, aplicacdo em compdsitos a base de baquelite, confeccéo de
vasos, briquetes, manta trancada para isolamento térmico e acustico (ABHEMANYU
et al., 2019; KHAN & ALI, 2018; MATTOS et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2014).
Essa gama de possibilidades torna a fibra de coco um material bastante versétil.
Devido a sua composicéo, resisténcia mecanica e abundancia, a FCCV também vem
sendo estudada como suporte para imobilizacdo de enzimas (BORGIO, 2011;
BRIGIDA et al., 2007; COSTA-SILVA et al., 2013; CRISTO et al., 2012; ITTRAT et al.,
2014; SAMANTA et al., 2009) .O desenvolvimento de tecnologias de reaproveitamento
para fibra de coco contribui para a diminuigdo dos residuos sélidos em aterros e lixdes

e agrega mais valor a este material, normalmente considerado rejeito.
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3.4 Funcionalizacéo de materiais lignocelulésicos paraimobilizagcdo de enzimas

O uso de materiais mais sustentaveis que o0s sintéticos, pode contribuir para
diminuicdo dos custos relacionados a imobilizacdo e facilitar sua implementacéo
industrial. Entre os Varios tipos de suporte para fixacdo das enzimas a celulose e seus
derivados sdo considerados ideais, pois sdo baratos, ndo toxicos, renovaveis e
biodegradaveis (CHOUDHURY, 2018). Nikolic et al. (2010) estudaram a imobilizacéao
de Tripsina em algodéo oxidado com periodato de sddio, produzindo um suporte que
melhorou a estabilidade de armazenamento da enzima e também a sua atividade
quando imobilizada. Além disso ele também estudou o efeito do tempo na etapa de
funcionalizacdo com o periodato de sodio através da quantificacdo dos grupamentos
aldeido e o valor maximo que ele conseguiu foi de 100umol/g. Albayrak & Yang (2002)
trabalharam com tecido de algoddo como suporte, mas a enzima utilizada foi
Aspergillus oryzae B-galactosidase. Apos a imobilizacdo, a estabilidade térmica da
enzima aumentou em torno de 25 vezes. Zhang et al. (2020), obtiveram esferas de
celulose a partir de algodao para imobilizacdo de CALB, utilizando glutaraldeido para
auxiliar na funcionalizacdo. De Souza et al. (2016), imobilizaram Lipase B de Candida
antartica (CALB) em bagaco de caju funcionalizado com glutaraldeido, obtendo uma
carga maxima de 30mg de proteina/g de suporte mantendo uma conversao de 50%
em até 5 ciclos de reuso. Brigida et al. (2007) também imobilizaram CALB, mas em
um suporte diferente, o suporte foi fibra da casca de coco verde, utilizando 3-
glicidiloxipropiltrimetoxisilano (GPTMS) como agente funcionalizante e posteriormente
esse agente foi oxidado com periodato de sddio. A enzima imobilizada em pH10 se
mostrou 363 vezes mais estavel que a enzima livre e nesse mesmo pH houve um
aumento na estabilidade térmica da enzima. Muitos suportes inorganicos possuem
baixa compatibilidade, o que pode gerar um efeito negativo na preservacdo da
atividade enzimatica. Sendo assim, faz-se necessario procurar suportes que sejam
mais compativeis, renovaveis, estaveis e que possuam grupos funcionais adequados
para imobilizacdo (ZHANG et al., 2020). Tais fatores mostram que 0s materiais
lignoceluldsicos podem ser considerados uma opcéo de suporte capaz de substituir
0S materiais sintéticos.

Diante da versatilidade dos materiais lignoceluldsicos, seu campo de
aplicacéo tem crescido e a modificacdo quimica da superficie desses materiais tem

sido objeto de estudo de muitas pesquisas. A modificagdo quimica da superficie
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desses materiais vem sendo usada para aumentar a sua funcionalidade. Estudos
recentes mostram que as fibras funcionalizadas podem ser aplicadas em absorcao de
Oleo, catalisador na producdo de biodiesel e funcionalizacdo para imobilizacdo de
enzimas, utilizacdo de tratamento com plasma para compatibilizar fibras de coco com
amido termopléastico (BRIGIDA et al., 2007; DE FARIAS et al., 2017; GONZALEZ et
al., 2017; TELI et al., 2017). A funcionalizacdo ocorre através de reacdes quimicas e
a raiz dessas reacbes deriva principalmente das interacdes entre os materiais
envolvidos. Baseado nesse principio, SGo necessarios processos especificos para que
a reacao possa ocorrer de maneira eficaz.

A suscetibilidade de materiais fibrosos em sofrer reacbes como oxidacao e
substituicio vem devido a presenca dos grupamentos hidroxila presentes
principalmente nas cadeias de celulose. A compatibilidade da celulose é vantajosa
pois tende a manter a conformacao das proteinas, o que pode garantir a atividade
enzimatica ao final do processo de imobilizacdo (ZHANG et al., 2020). Essas reacoes
sao capazes de tornar a fibra mais reativa com outros grupamentos capazes de formar
ligacdes covalentes, como as bases de Schiff entre 0s grupos amina presentes nas
enzimas e grupamentos aldeidos nos suportes (TRAN 2011). A modificacdo quimica
da celulose com agentes oxidantes pode formar grupamentos como aldeido, cetona e
carboxil; no entanto isso depende das condi¢cdes de oxidacao e dos agentes oxidantes
(NIKOLIC et al., 2010). Existem varios tipos de oxidacado, dentre elas estdo a oxidagao
mediante o radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO) e a oxida¢cdo com o
periodato de sddio (FATHI et al., 2017; NIKOLIC et al., 2010). O tratamento mediado
a TEMPO é um método de oxidagao seletivo que oxida grupos hidroxilas de alcoois
primarios e a oxidacdo com periodato de sédio € altamente especifica para converter
as hidroxilas vicinais presentes nos carbonos C2 e C3 das cadeias de celulose em
dialdeidos (Figura 7) (KIM et al., 2000). Desde a descoberta da clivagem do diol
vicinal, o periodato vem sendo amplamente estudado para reacdes oxidativas
(SUDALAI; KHENKIN; NEUMANN, 2015). A reacdo de oxidacdo com periodato de
sédio minimiza a degradacdo e mantém as propriedades morfolégicas dos materiais
de partida (NIKOLIC et al., 2010).
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Figura 8. Mecanismo de reacao de oxidagdo com o periodato de sédio e imobilizagédo
(Kumari et al., 2015)
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Fonte: Elaborado pela autora.

As reacdes de substituicio podem ocorrer nas moléculas de celulose,
principalmente nos grupamentos hidroxilas dos alcoois primarios. A reacdo de
sulfatacdo da celulose é um tipo de reacéo de substituicdo e essa reacao pode ser
feita através de varios métodos utilizando reagentes como acido sulfurico, triéxido de
enxofre e cloreto de p-toluenossulfonila ou tosilato (SCHWEIGER, 1972). O tosilato €
comumente utilizado em reacdes de imobilizacdo em suporte de material insolavel, e
essa reacdo com o cloreto de p-toluenosulfonila d4 origem a um éter sulfonado, que
€ um bom grupo de saide bastante reativo com aminas primarias (HERMANSON,
2013). A reacdo ocorre em condi¢des basicas utilizando tampfes aquosos ou em
condi¢cBes ndo aquosas utilizando uma base organica capaz de catalisar o processo.
Normalmente as bases utilizadas sao piridina, trietilamina (TEA), dimetilaminopiridina
(DMAP) ou diisopropiletilamina (DIEA). O éster sulfonil formado é um grupo reativo
eletrofilico capaz de ligar-se a nucledfilos para formar uma ligagdo covalente
(HERMANSON, 2013). Isso se mostra uma grande vantagem quando se trata de
formar uma ligacdo covalente entre a enzima e o suporte (NILSSON; MOSBACH,
1984) (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismo de reacao de tosilacéo e imobilizacdo baseado em (ALBAYRAK;
YANG, 2002)

Fonte: Elaborado pela autora.

Pode-se encontrar na literatura enzimas imobilizadas em fibra da casca de
coco verde, no entanto os métodos utilizados fazem uso de etapas intermediarias para
insercdo dos grupamentos necessarios para posterior oxidagdo com periodato
(BEZERRA et al., 2014; BRIGIDA et al., 2007; CRISTOVAO et al., 2012). Devido a
presenca de hidroxilas nos carbonos C2 e C3 nos monémeros da celulose, € possivel
que haja oxidacao e formacédo de grupos dialdeido diretamente na celulose (KUMARI
et al., 2015). Desta forma, a enzima € capaz de formar bases de Schiff diretamente
na superficie da fibra, sem necessidade de mais etapas. Para a reacdo com cloreto
de p-toluenosulfonila ndo foram encontrados estudos mostrando o efeito do mesmo
em fibra de coco, apenas para outros materiais lignocelulésicos como foi o caso de
Albayrak et al (2002). A busca por este novo método pode ser vista como algo
inovador, consequentemente, agregando mais valor a este material. Desta forma, a
fibra da casca de coco verde se mostra uma alternativa viavel para atuar como suporte

funcionalizado em imobilizagéo de enzimas.

4 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento de um suporte funcionalizado a partir de fibra de
coco, estudou-se inicialmente a influéncia da variacdo de concentracdo de peroxido
de hidrogénio como pré-tratamento, em seguida estudou-se também a influéncia que
0 tempo e a proporgcdo causam na reacao de oxidacdo com o periodato de sodio. A
influéncia do tempo, da base e da concentragdo de cloreto de p-toluenosulfonila

presentes na reacao também foram estudados. Além disso, fez-se também um estudo
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imobilizando CALB nas fibras oxidadas e sem pré-tratamento. Paralelo a todas as

etapas foi feito um estudo de estabilidade do suporte. A figura 10 mostra o esquema

contendo as etapas do processo.

Figura 10. Esquema contendo as partes 1 e 2 do processo
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4.1 Obtencéao da fibra de coco

As fibras de coco alongadas, foram cedidas por industrias locais,
processadas em uma unidade piloto de beneficiamento da casca do coco verde e

cedidas pela unidade de Paraipaba-CE da Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT).

4.1.1 Moagem

A fibra da casca de coco verde (FCCV) foram inicialmente moidas em
moinho de facas (Fritsch, Pulverisette 25) com peneira de 5 mesh. Em seguidas a fibra
foi moida novamente em um outro moinho de facas (Fritsch, Pulverisette 16) com

peneira de 20 mesh.

4.1.2 Classificacao

As fibras moidas foram passadas em peneira vibratoria (Fritsch, Analysette

3) e as fragcOes selecionadas para os estudos seguintes foram inferiores a 60 mesh.

4.1.3 Lavagem

Uma parcela do lote de fibras peneiradas foi submetida a dez lavagens com
agua obedecendo a proporcdo de 1:100 (m/v), a temperatura ambiente alternando
tempos entre 1h e 30min. As fibras lavadas (FL) foram filtradas a vacuo e secas em
estufa de 50°C durante 24h.

4.2 Pré-tratamento

Visando a manutencéo do teor de celulose e remocéo parcial de lignina, foi
estudada a variacdo da concentracéo de peroxido de hidrogénio (H202) no tratamento
da FCCV. As amostras foram oxidadas com solu¢des aquosas de H202 nas seguintes
concentracoes 4,5%, 5,5%, 6,5% ou 7,5% (m/v) em pH 11,5, ajustado com NaOH 60%
(m/v). A proporcao utilizada foi de 1g de fibra para 50 mL de solugéo, temperatura de
50°C e rotacao de 250 rpm por 2 h, utilizando agitador mecénico. Apds o tratamento,

as fibras pré-tratadas foram filtradas a vacuo, lavadas com agua até pH neutro e secas
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em estufa a 50°C durante 24h. As amostras obtidas foram denominadas F4,5, F5,5,
F6,5 e F7,5, para as condicdes de 4,5%, 5,5%, 6,5% e 7,5%, respectivamente.

4.3 Funcionalizacéo da fibra de coco

4.3.1 Funcionalizagcdo com periodato de sédio

A variacdo no tempo de oxidacdo e a proporcao fibra:solucdo foram
estudadas nas fibras pré-tratadas e a melhor condi¢cdo foi aplicada para a FL,
produzindo a fibra lavada funcionalizada (FLF). A reacao de oxidacao foi conduzida
em condicdo estética, com solucdo de periodato de sodio a 40mM (m/v), a 25°C e
durante 30 min. Todas as reacoes foram feitas em triplicata. Os parametros variados

estudados podem ser observados na tabela 1:

Tabela 1.Condicdes utilizadas para os testes de funcionalizagao da fibra de coco
verde com 0 NalOg4

TESTE Proporgcédo (m/v) Tempo (min)
1 1:20 30
2 1:20 60
3 1:20 90
4 1:20 120
5 1:30 30
6 1:30 60
7 1:30 90
8 1:30 120

Fonte: Elaborado pela autora.

Para escolha da fibra funcionalizada (FF) mais adequada, foram quantificados os
grupamentos aldeido produzidos através da oxidacao das fibras.
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4.3.1.1 Quantificacdo dos grupamentos aldeido

A quantificacdo dos grupamentos aldeido das amostras do tépico 4.5, foi
dada pelo método de reducao desses grupamentos através da reacdo com iodeto de
potéssio (KI). O iodo presente na solugdo produz uma coloracdo amarelada, e por
meio da intensidade dessa coloracdo é possivel saber sua concentracdo através da
absorcéo da luz visivel. Inicialmente preparou-se uma solucao de iodeto de potassio
10%(m/v) e misturou-se com uma solucdo saturada de Bicarbonato de Sodio
(NaHCOs3), em proporcao 1:1, essa solucéo final foi denominada solugédo A. O
espectrofotometro utilizado foi um Shimadzu® tipo UV-2450. Para zerar o
espectrofotdmetro foi utilizado 100uL de agua e 3mL da solugdo A. Uma amostra de
100uL da solugdo de NalO4 foi lida juntamente com 3mL da solucdo A e o
comprimento de onda (A) escolhido foi onde a absorbancia mais se aproximou de 0,7.
Durante a reagao de oxidagdo com o NalOs, a cada 30 minutos foram retiradas
aliquotas de 100uL das amostras. Essas aliquotas foram lidas no espectrofotémetro
juntamente com 3mL de solucdo A. A quantidade de grupamentos aldeidos presentes

no suporte foi calculada de acordo com as equacgoes (1 e 2) (Guisan, 1988):

G,Si = AbSgmostra * GaSoO

(1)

AbSpadrao

G4Su = 200 — G,Si (2)
Sendo:
G,So a quantidade de periodato inicialmente disponivel para cada 1g de fibra
funcionalizada (umol);
Abs gmostrq O Valor de absorbancia da amostra para o A definido;
AbSyq4r30 O Valor de absorbancia padréo lido proximo a 0,7;
G,4Si a quantidade de periodato que nao reagiu ap6s um dado tempo de contato com
a fibra (umol);

G4Su a quantidade de grupos aldeido presentes em 1g de suporte (umol);

4.3.2 Funcionalizagdo com cloreto de p-toluenossulfonila

Todos os testes com o cloreto de p-toluenossulfonil foram feitos para a F4,5

e para a FL foram testadas apenas as condi¢fes 1 e 2 da tabela 2. Os testes foram
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realizados de acordo com as metodologias adotadas por Albayrak e Yang (2002) e
Rahma e colab. (2016). A tabela 2 detalha as condi¢fes testadas:

Tabela 2. Condi¢cdes para os testes de funcionalizagéo da fibra de coco verde com
cloreto de p-toluenossulfonila

Vsolvente
Teste T (°C) T (h) Base Vbase (ML) Solvente ML) Mamostra (Q)
m
1 25 21  Trietilamina 11,84 Agua 160 4
2 25 3 Piridina 10 Acetona 10
3 25 3 Trietilamina 11,84 Acetona 10 1

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.2.1 Microscopia eletronica de varredura com espectroscopia por energia
dispersiva (MEV-EDS)

Para determinacdo do percentual de enxofre na superficie das fibras foi
utilizada a técnica de MEV-EDS como forma de mapear quimicamente pontos da
superficie da amostra. Foi utilizado um microscoépio eletrénico de bancada tipo TM
3000 da HITACHI com periférico acoplado SWIFT ED 3000. As analises foram

realizadas a 15kV de tenséo de aceleracao de elétron.

4.3.2.2 Avaliacado de impactos

Visando menor impacto no processo de obtencdo do suporte
funcionalizado, os solventes testados na funcionalizacdo com grupamentos tosila
foram avaliados quanto ao impacto ambiental causado por eles utilizando o software
SimaPro 9.0.0.35. Os critérios avaliados foram: mudancas climaticas (MC), toxicidade
humana, efeitos ndo-cancerigenos (ENC), toxicidade humana, efeitos cancerigenos
(EC), acidificacdo (AC), eutrofizacdo terrestre (ET), de dgua doce (EA) e marinha
(EM), ecotoxicidade em agua doce (ECOA), e esgotamento de recursos hidricos
(ERH) (Comisséo Europeia, 2010).
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4.4 Teste de estabilidade do suporte em meio reacional

Visando avaliar a estabilidade quimica das fibras quando submetidas a
diferentes meios reacionais, um estudo foi realizando variando meios reacionais e
temperaturas em que esse suporte podera ser empregado. Para os testes de
estabilidade, as fibras foram mantidas durante 1 semana em incubadora shaker
(Tecno®, TE-420) com velocidade de 200 rpm, onde variou-se 0S meios reacionais e
as temperaturas. As fibras testadas foram as FCCV, FPT e FF. Os meios reacionais
foram etanol, etanol+dleo, 6leo, tampdao fosfato em pH 5, 7 e 9, e as temperaturas
testadas foram 40 e 50°C, com proporc¢do 1:100 (m/v) de fibra em relacdo ao meio.
As analises de termogravimetria, colorimetria e espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada em Fourier foram realizadas para caracterizacdo das

amostras apés 0s tratamentos propostos.

4.5 Caracterizacao das fibras

4.5.1 Composicdo quimica

A composicao quimica completa foi para as amostras de FCCV e F4,5. Ja
as amostras tratadas peroxido de hidrogénio (H202) nas seguintes concentracdes
4,5%, 5,5%, 6,5% e 7,5% (F4,5, F5,5, F6,5 e F7,5), foram caracterizadas apenas com
teores de holocelulose, a-celulose e lignina klason. As amostras foram caracterizadas
de acordo com as normas TAPPI T 203 cm-99 (2009) ,T 204 cm-97(1997), T 211 om-
02 (2002), T 222 om-02 (2002), T 550 om-03 (2008), adaptadas por Morais e
colaboradores (2010).

4.5.1.1 Holocelulose

Na determinacdo de holocelulose foram pesados separadamente
aproximadamente 3 g de cada uma das amostras e adicionou-se 120 mL de agua
destilada a esse conteudo. A mistura reacional foi aquecida e mantida a 70 °C. Foram
adicionados 2,5 g de clorito de sédio a amostra e 1mL de acido acético glacial, com
agitacdo constante. E a cada 1 h foi acrescentado novamente 2,5 g de clorito de sodio

e 1 mL de acido acético, o processo foi repetido mais duas vezes e contou-se mais 3
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h de reacéo. O sistema foi desligado e a amostra foi filtrada com agua destilada até
pH neutro, dentro da capela, em um funil de vidro sinterizado n° 2, previamente seco,
pesado e identificado. O funil foi seco em estufa a 105 °C durante 24 h e em seguida
teve sua massa aferida. O teor de holocelulose foi calculado com base na seguinte
equacao (5):

MR = ME L 100 = THY (5)
MA
Onde:
MFH: Massa do funil somada a holocelulose apds secagem em estufa
MF: Massa do funil limpo e seco

MA: Massa de cada amostra:
4.5.1.2 a-celulose

Para a determinacdo de a-celulose, foi pesado aproximadamente 1 g de
cada uma das amostras de holocelulose e colocado em um almofariz. Foi adicionado
15 mL de solucédo de NaOH 17,5% a cada amostra e foi deixado em contato durante
2min. Em seguida cada amostra foi macerada durante 8 min. Terminado esse tempo,
foi adicionado 40 mL de &gua destilada a amostra macerada e o contetdo foi
transferido para um funil de vidro sinterizado n° 2, previamente identificado e pesado.
O conteudo foi filtrado com agua destilada até obtencdo de um pH neutro. O funil foi
deixado em estufa a 105 °C durante 24 h e e, seguida teve sua massa aferida. O

calculo do teor de a-celulose foi baseado na equacéo (6):

MFA — MF
MAH

X 100% = TA% (6)
Onde:

MFA: Massa do funil somada a a-celulose

MF: Massa do funil limpo e seco

MAH: Massa de cada amostra de holocelulose
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4.5.1.3 Lignina Klason

Para a determinacao da lignina Klason foi adotada a norma TAPPI T 222
om-22 (2002) com pequenas modificacfes. Pesou-se cerca de 1 g de amostra seca e
transferiu-se para um almofariz contendo 17 mL de H2S04 72%. O sistema foi deixado
em repouso durante 24 h. Passado o tempo de reacdo, o material foi diluido em 306
mL de agua destilada e colocado sob refluxo durante 4 h de reacdo. A amostra foi
filtrada em funil de vidro sinterizado n° 4 e seca em estufa a 105 °C durante 24 h. O
funil foi resfriado em dessecador até massa constante e pesado. O teor de lignina
Klason foi determinada pela equagéo (7):

MFL — MF
(T) x (1—TC) x 100 = TLI%  (7)
Onde:
MFL- Massa do funil + lignina apés estufa
MF — Massa do funil limpo e seco
MA - Massa de cada amostra
TC — Teor de cinzas da lignina em fracao

TLI — Teor de lignina insolavel em percentual
4.5.1.4 Determinacéo do teor de cinzas

A determinacéo do teor de cinzas foi feita em duplicata, utilizando 1,5 g de
cada amostra, adicionado aos cadinhos previamente calcinados a 600 °C por 30 min,
pesados e identificados. O conjunto foi colocado em forno mufla a 600 °C, durante 3
h, contadas ap0s o alcance da temperatura desejada. Passado o tempo de analise, a
mufla foi desligada e esperou-se até que a temperatura da mesma atingir 200 °C para
que os cadinhos fossem retirados e colocados em um dessecador. Apos o
resfriamento dos cadinhos, suas massas foram aferidas e o célculo do teor de cinzas

foi calculado com base na seguinte equacgéao (8):

MRAC — MR

X 100% = TC9 8
MA % b (8
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Onde:
MRAC= Massa do conjunto recipiente/amostra calcinada
MR= Massa do recipiente

MA= Massa de cada amostra;

4.5.1.5 Determinacéo do teor de extrativos

Para a determinacéo do teor de extrativos a analise foi feita em um aparelho
para extragao por Soxhlet. Foi pesado aproximadamente 3 g de cada amostra e ela
foi colocada dentro de um cartucho de papel de filtro previamente seco, pesado e
identificado e colocado dentro do Soxhlet. Foi colocado 350 mL de etanol, ao sistema
extrator e algumas pérolas de vidro, para evitar o superaquecimento. O teor de

extrativos foi calculado baseando-se na equacéo (9)

MRE — MRRS
TE% = m X 100%  (9)

Tal que:

TE= Teor de extrativos

MRE= Massa do conjunto recipiente/extrativos

MRRS= Massa do conjunto recipiente/residuo do solvente

MA= Massa de cada amostra

4.5.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A temperatura de degradacdo térmica foi avaliada através de um
equipamento STA 6000 da PERKIN ELMER®. Todas as medidas foram realizadas
sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de gas de 40 mL/min., aquecidas na faixa de
50-800 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, com massa seca das amostras

de aproximadamente 7 mg.
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4.5.3 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

O FTIR foi realizado em equipamento da Perkin EImer® modelo spectrum
two. As amostras foram moidas e compactadas com Brometo de Potassio (KBr) (5%,
m/m). O intervalo analisado foi entre 4000 cme 400 cm™ usando transformada de

Fourier, com resolucéo de 4cm e 32 varreduras.

4.5.4 Colorimetria

A colorimetria foi realizada em equipamento Konica Minolta® tipo
Spectrophotometer CM-5. As amostras foram lidas utilizando os parametros L*, a* e

b*, visando avaliar a cromaticidade das fibras.

4.5.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As analises de MEV foram realizadas com objetivo de visualizar a
morfologia da superficie das amostras. O equipamento utilizado foi um microscopio
eletrbnico de varredura da Carl Zeiss, utilizando uma aceleragao de voltagem de 15
kV. Antes da analise as amostras foram metalizadas com ouro utilizando um
metalizador Emitech K550.

4.6 Imobilizagao por ligagdo covalente da lipase na fibra tratada/funcionalizada

As fibras F4,5 e FLF foram testadas como suporte para imobilizacdo de
lipase B de Candida antarctica (CALB) da Novozymes, codigo LCN 02128. As
solucdes de CALB foram preparadas em tampéo fosfato de sédio 50mM em pH 7 e
em tampao bicarbonato de s6dio 200mM em pH 10, de forma a apresentar atividade
inicial média de 9785 U/L e 9257 U/L, e teor de proteina 0,542 e 0,388 ug/mL,
respectivamente. A imobilizacdo ocorreu nos tempos de 2h e 24h de contato. A
imobilizacéo foi realizada numa proporcao de 0,3g de suporte para 10mL de solucgéao,
em incubadora shaker (Tecno®, TE-420), com velocidade de 70 rpm e temperatura
ambiente (23°C). Visando a reducao das bases de Schiff, apos o tempo decorrido de

imobilizacdo o sistema contendo o sobrenadante juntamento com o derivado passou
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por uma etapa de redug¢do com borohidreto de sédio (10mg/mL) durante 30 min. Ao
fim da reacéo o sobrenadante foi separado e o derivado foi lavado com tampé&o fosfato
de sédio 50Mm pH 7 e submetido a secagem a vacuo durante 15 min. Amostra de
sobrenadante e derivado foram coletadas para determinacdo da atividade e teor de

proteina. A imobilizacéo ocorreu em triplicata, bem como as leituras de cada amostra.
4.6.1 Atividade hidrolitica em p-Nitrofenil Laurato

A hidrolise de p-nitrofenil laurato (pNFL) foi estabelecida para medir a
atividade hidrolitica da enzima utilizada neste trabalho. Desta forma, utilizou-se uma
solucao de pNFL 560uM feita em tampao fosfato de s6dio 50mM e pH 7 (AMARAL et
al., 2006). Foram pesados 0,018g de pNFL e essa massa foi diluida em 1mL de
dimetilsulféxido (DMSO), e em seguida o conjunto pNFL e DMSO foi diluido em 99 mL
de tampao fosfato de sédio 50mM. Esse substrato foi utilizado tanto para enzima livre
guanto para enzima imobilizada. Para atividade da enzima livre, 3,6mL do substrato
foram acondicionados em tubos de ensaio mantidos em banho de 37°C, em seguida
0,4mL de enzima livre foram adicionados aos tubos e as amostras foram lidas em
cubeta de vidro em um comprimento de onda de 410nm, no modo cinético em
espectrofotometro Cary® tipo 50 Conc. Para leitura do branco, foi utilizado apenas a

amostra de substrato. O calculo da atividade foi realizado através da equacéo (3):
A_AAbs*D*f*VR
N At * VA

(3)

Sendo:

A — Atividade da enzima (U/L), onde U é definido como a quantidade de enzima que
libera 1umol de p-nitrofenol por minuto;

AAbs — Variacdo de absorbancia em At(min), durante a fase do aumento linear de
absorbéancia;

D- Diluicao realizada;

f — Fator de conversao da cubeta para o espectrofotdmetro utilizado;

At — Tempo decorrido de analise, em minutos;

V, — Volume (L) de solugéo enziméatica utilizado;

Vx — Volume (L) do meio reacional.
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Para atividade da enzima imobilizada, foram adicionados 30mL de
substrato a um béquer encamisado, com agitacdo magnética e mantido a 37°C. A
essa solucao foram adicionados 50mg do suporte com enzima imobilizada e durante
10 min foram feitas o maior numero de leituras possivel do meio reacional, em
comprimento de onda de 410nm. Para o célculo da enzima imobilizada utilizou-se a
férmula (4):

_ AAbs*D x f x Vp
B At*MA

(4)

A — Atividade da enzima (U/kg), onde U é definido como a quantidade de enzima que
libera 1umol de p-nitrofenol por minuto;

AAbs — Variacdo de absorbancia em At(min), durante a fase do aumento linear de
absorbéancia;

D- Diluicéo realizada;

f — Fator de conversao da cubeta para o espectrofotdmetro utilizado;

At — Tempo decorrido de analise, em minutos;

M, —Massa (kg) de enzima imobilizada utilizada;

Vr — Volume (L) do meio reacional.

4.6.2 Teor de proteina

A determinacéo do teor de proteina foi feita de acordo com Bradford (1976).
A preparacéo do reagente de Bradford deu-se a partir da dissolucao de 100mg de azul
de Comassie em 50mL de etanol 95% e posteriormente foram adicionados 100mL de
acido orto-fosférico 85% (m/v), a solucgédo final foi aferida para 1L com agua destilada.
Em um tubo de ensaio foram colocados 3mL de solucdo e 0,3mL de amostra e apds
3 minutos de reacao a amostra foi lida em espectrofotémetro tipo Cary® tipo 50 Conc.
em comprimento de onda de 595nm. Os valores de absorbancia obtidos foram
correlacionados com os valores de absorbancia de uma curva de calibracédo feita com
solucéo de albumina bovina concentragao conhecida dentro da faixa de 0 a 10ug de

proteina/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Pré-tratamento das fibras

Esta etapa visou proporcionar maior exposi¢céo dos grupamentos hidroxila
presentes na estrutura da celulose para posterior funcionalizagdo, contudo, sem
remocao completa da lignina ja que a presenca dessa pode conferir ao suporte maior

resisténcia e protecdo contra agentes microbioldgicos (YOO et al., 2020).

5.1.1 Composicao quimica das fibras

A tabela 3 mostra os dados de composicdo das fibras tratadas com

perdxido de hidrogénio em comparacgdo aos dados da fibra bruta (FCCV).

Tabela 3. Composicdo quimica da FCCV e das fibras tratadas com peroxido de
hidrogénio com concentracdes de 4,5%, 5,5%, 6,5% e 7,5% a 50°C, pH 11,5 por
2h.

Hemicelulose Alfacelulose Lignina Cinzas Extrativos
Amostra

(%) (%) (%) (%) (%)
FCCV 32,6 26,9° 30,42 4,53 15,2
F4,5 28,2 42,12 23,3b 1,94 2,61
F5,5 34,4 41,02 19,9¢ N.D. N.D.
F6,5 26,8 43,32 21,0bc N.D. N.D.
F7,5 31,9 39,62 18,8¢ N.D. N.D.

N.D. : N&o determinado pelo autor
As letras a, b e c indicam diferencgas significativas a um nivel de confianga de 95%, pelo teste T.
Fonte: Elaborado pela autora.

Neste trabalho adotou-se um pH de 11,5, que tem se mostrado um pH ideal
para a deslignificacdo dos materiais lignoceluldsicos (BANERJEE et al., 2011; SOUZA
et al., 2016; GOULD, 1984; RABELO et al., 2008). Brigida et al. (2010) trabalharam
com pH 8,6, concentracdo de peroxido de 4,5% (m/v) e T=85°C, e nao houve reducéo
no teor de lignina. Além de menor temperatura, a rea¢ao neste trabalho conduzida a
pH11,5, mostrou consideravel reducédo no teor de lignina e aumento significativo no
teor de celulose, o0 que pode favorecer a exposi¢cao dos grupamentos hidroxila durante
a etapa de funcionalizac&o. E possivel notar que a diferenca entre o tratamento de

menor concentracdo e o de maior concentracao, foi pouca em relacado a remocao de
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lignina e igual em relagédo ao teor de celulose. Vemos também que na tabela 4 é
apresentado a caracterizacdo quimica completa das fibras F4,5 e FCCV. Também
podemos perceber que também houve consideravel reducéo no teor de extrativos e
de cinzas. Desta forma, ao compararmos com o trabalho de Brigida et al (2010), a
estratégia de trabalhar com pH 11,5 se mostrou bastante efetiva para remocéo de
lignina e manutencado da celulose. O que é confirmado por Galbe & Wallberg (2019),
qguando eles afirmam que em pH mais alcalino o resultado € a dissolucéo da lignina,
engquanto algumas hemiceluloses ndo séo dissolvidas totalmente. Além da remocéao
da lignina, também s&o removidos agentes como sais, acidos fenodlicos e furfural
(SILVA et al., 2013).

5.1.2 Andlise termogravimétrica

As fibras foram analisadas por termogravimetria visando avaliar a influéncia
dos tratamentos na estabilidade térmica das mesmas, os dados sdo mostrados na
figura 11 e na tabela 4. Na Figura 11 é possivel observar que hd um primeiro pico
referente a perda de umidade, em todas as amostras, em temperatura proxima a
100°C. Na FCCV o segundo pico ocorre proximo a 235°C que é referente a
decomposicdo de componentes amorfos como as hemiceluloses e outros constituintes
de rapida degradac&o como os extrativos (GUIMARAES et al., 2009; MORAN et al.,
2008). E para as demais fibras o segundo pico ocorre em temperatura préxima a do
terceiro da FCCV, que é em torno de 280°C que, de acordo com Souza et al. (2016),
é referente a decomposicao das cadeias glicosidicas presentes na celulose. A lignina
se decompBde em uma faixa de temperatura entre 200 e 500°C, o que provavelmente
refletiu numa sobreposi¢cdo de picos e ndo foi possivel distinguir o pico referente a

temperatura maxima de degradacao da lignina.
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Figura 11. Curvas de dTG para FCCV, F4,5, F5,5, F6,5 e F7,5
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Fonte: Elaborado pela autora.

Brigida et al. (2010) partiram de uma fibra com Tonset proxima a 268°C e
apos o tratamento ela ficou com temperatura inicial de degradacao de
aproximadamente 274,1°C. Esses valores sao superiores aos das amostras FCCV e
F4,5, no entanto, isso se deve ao fato de que a fibra do trabalho citado tinha um maior
teor de lignina e com isso o valor de sua estabilidade térmica se torna maior. Desta
forma, com base na diferenca de Tonset de fibra bruta e tratada, a melhoria da
estabilidade térmica obtida por Brigida et al. (2010) foi menor que a obtida neste
trabalho.

A fibra que apresentou melhor estabilidade térmica foi a F4,5, e isso é
justificado pelo fato de ela ter o maior percentual de lignina em sua composicdo. Pode-
se observar também que de acordo com a tabela 4 o teor de massa residual foi maior
para a FCCV, isso foi corroborado pela caracterizacao quimica que mostrou elevado
teor de cinzas para esse material. Tudo isso contribui para a confirmacéo na eficiéncia
no pré-tratamento da F4,5, mostrando que foi possivel remover alguns componentes

da fibra sem causar danos a celulose ou a sua estabilidade térmica.
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Tabela 4. Dados de termogravimetria para FCCV, F4,5, F5,5, F6,5 e F7,5
Massa residual

AMOSTRAS Tonset (°C) 1° Evento (°C) 2° Evento (°C) %)
FCCV 219 235 285 34,5
F4,5 261 201 - 231
F5,5 246 283 - 23,2
F6,5 248 280 - 24,1
F7,5 241 285 - 24,9

Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Espectros de FTIR da FCCV e das fibras tratadas sdo mostrados na Figura
12. Todos os espectros revelam uma banda intensa em torno de 3371 cm-1, que
corresponde ao estiramento das ligacdes tipo —OH presentes na celulose e na lignina
(GONCALVES et al., 2014). Bandas em torno de 1370, 1425 e 2900 cm-1 podem ser
associadas a presenca de ligacbes tipo CH caracteristicas de materiais
lignocelulésicos (NASCIMENTO et al., 2016). Foi possivel perceber uma banda em
torno de 1745 cm referente a C=0 presente em ésteres, hemiceluloses e acidos
fendlicos de extrativos (SOUZA et al., 2016) que apareceu somente no espectro da
FCCV, isso mostra a eficiéncia dos tratamentos em relacdo a remogéo da maior parte
desses componentes das fibras tratadas, corroborando com a analise quimica e os
resultados de TGA. Entretanto é possivel perceber que as hemiceluloses ndo foram
removidas completamente através do aparecimento da banda em torno de 1163 cm
em todas as amostras, o que pode ser confirmado, mais uma vez, pela caracterizacao
guimica. Todas elas também apresentaram as bandas referentes aos anéis
aromaticos da lignina em torno de 1605 e 1511 cm™ e a presenca de bandas em torno
de 1267 e 1116 cm referentes a vibracdo do anel guaiacila e a deformacéo angular
do C-H dos anéis de guaiacila e siringila, respectivamente, comprovando a presenca
de lignina nas amostras. A presenca da celulose também pode ser confirmada pelas
bandas referentes aos anéis glucosidicos em torno de 1060 e 890 cm™
(NASCIMENTO et al., 2016).
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Figura 12. Espectros de FTIR para FCCV, F4,5, F5,5, F6,5 e F7,5
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Funcionalizacédo da fibra de coco

A funcionalizacao visou tornar a fibra capaz de formar ligacdo covalente
com a enzima. Duas alternativas para a insercdo de grupos funcionais foram
avaliadas: a) oxidacdo dos grupamentos hidroxila vicinais presentes na celulose
utilizando periodato de sddio e consequentemente promovendo a formacdo de
grupamentos aldeiodos; b) reacdo de substituicdio com o cloreto de p-
toluenossulfonila, onde o grupamento tosil se liga diretamente a hidroxila e na

presenca da enzima atua como grupo abandonador sendo substituido pela mesma.

5.2.1 Funcionalizacéo utilizando periodato de sodio

Para a funcionalizagdo da fibra de coco oxidada com peréxiodo de
hidrogénio e fibra apenas lavada com agua, avaliou-se o efeito de duas variaveis
independentes (proporcéo m:v; tempo de rea¢do) na quantidade de grupos aldeidos

obtidos por grama de suporte (Tabela 5) apés a funcionalizagéo.
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Tabela 5. Valores referentes a formacao de grupos aldeido em pmol para 1g de

suporte.
Proporcgéo _ Grupos aldeido (umol/g de
Teste Tempo (min)
(m/v) suporte)
1 1:20 30 198,612
2 1:20 60 198,622
3 1:20 90 198,632
4 1:20 120 198,672
5 1:30 30 197,75¢
6 1:30 60 197,95
7 1:30 90 197,96P
8 1:30 120 198,02°

As letras a, b e c indicam diferencas significativas a um nivel de confiangca de 95%, pelo teste T
Fonte: Elaborado pela autora.

Brigida et al. (2006), que trabalharam com fibra de coco funcionalizada com
GPTMS e oxidada com periodato, conseguiram um grau de ativacdo 132,74 umol de
grupos aldeido para cada grama de suporte, utilizando 40mM de periodato em 1h de
reacao. Ja Nikolic et al. (2010), que utilizou algoddo como suporte, trabalhou em uma
propor¢do 1:50 (m/v) e conseguiram uma quantidade maxima de grupos aldeido de
100umol/g, mesmo apds 350 minutos de reacdo utilizando um concentracdo de
periodato de sodio de 1,8mM. Ambos os valores citados sao inferiores ao obtido neste
trabalho. E valido ressaltar que Nikolic et al. (2010), trabalharam com uma
concentracéo inferior de reagente, o que pode ter interferido no processo oxidativo,
mesmo ele utilizando maior volume de reagente e tempo de reacéao.

De acordo com Tardioli (2003), uma maior densidade de grupos aldeido
torna maior a possibilidade de interacdo entre a enzima e o suporte. Dentre as fibras
testadas com periodato de sédio, a condicdo que proporcionou um maior nimero de
grupamentos aldeido foi a de 30 min de reacdo numa proporcédo 1:20 (m/v), condi¢do
gue demandou menor tempo de reacdo e menor gasto de reagente. Essa condi¢ao
guando aplicada a fibra lavada mostrou um grau de ativacdo de 198,38 umol/g de
suporte, o que também pode ser considerado adequado para imobilizacdo enzimatica.
Sendo assim, 0 aumento da area superficial da fibra, através da maior remocao da
lignina, provocou uma maior exposi¢cédo dos grupamentos hidroxila presentes na fibra

€ com isso uma maior oxidacao para a FF. E em relacdo a FLF é possivel concluir que
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a lavagem da fibra apenas com &gua foi capaz de expor parte dos grupamentos
hidroxila presentes na celulose. Ambas as fibras podem ser utilizadas como suportes,
no entanto, a aplicacao ira ser diferenciada. Sera possivel aplicar a FF em reacdes
que demandem um produto mais limpo, como na clarificacdo de suco de maca
(BEZERRA et al., 2014), enquanto a FLF podera ser destinada a produtos como
residuos gerados a partir de Oleo de cozinha ou aguas residuais, entre outros
(AGUIAR et al., 2005; FACANALI et al., 2017).

5.2.1.1 Determinacao do teor de extrativos

A determinacdo do teor de extrativos para as fibras pré-tratadas e
posteriormente funcionalizadas com periodato de sodio (FF) mostrou um percentual
de 0,8% no total. Uma diminui¢do consideravel em relacéo a fibra pré-tratada antes
da etapa de funcionalizacéo (2,6%). De acordo com Taherzadeh & Karimi (2007),
parte dos extrativos pode ser solubilizada em agua, desta forma a lavagem com agua

feita apOs a funcionalizacdo, pode ter ocasionado a diminuicdo do teor de extrativos.

5.2.1.2 Espectroscopia no infravermelho com Transformada em Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das fibras oxidadas, em comparacdo a FCCV, sao

mostrados na figura 13.

Figura 13. Espectros de FTIR para FCCV, FF e FLF
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A banda em torno de 1730 cm™ é referente aos grupamentos C=0 dos
ésteres e acidos fendlicos constituintes de extrativos e hemiceluloses e nas fibras
funcionalizadas também pode ser associada a presenca dos grupamentos aldeido
formados apos a oxidacéo. A absorcdo em 1377 cm* indica a existéncia de ligacdes
tipo C-H presentes nas hemiceluloses e na celulose, o0 que comprova que nao houve
remocao total das hemiceluloses apds as etapas de pré-tratamento. As bandas na
regido de 1450 cm™ mostram a existéncia dos grupamentos —CHO dos aldeidos. De
modo geral, a presenca de bandas referentes a estrutura dos aldeidos mostraram que
os tratamentos promoveram uma funcionalizacéo efetiva nas fibras (SOCRATES,
2001).

5.2.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O efeito da remocao dos macrocomponentes das fibras, causado pelos

tratamentos, foi visualizada pelo MEV (Figura 14).

Figura 14. Imagens com aumento de 500x que mostram o efeito da remocéo dos
macrocomponentes na FL, F4,5 e FF em comparacédo a FCCV.

A superficie da FCCV é desnivelada e heterogénea devido a distribuicao

irregular de ceras e acidos graxos, essa heterogeneidade também foi observada por
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Brigida et al. (2010). Foi possivel perceber na FL, apesar da lavagem com agua ter
removido parte das ceras e dos acidos graxos, ainda existem residuos desse material
e a fibra ainda se mostra parcialmente irregular. Apos o tratamento alcalino, é possivel
observar que a F4,5 se apresentou mais uniforme devido a remocdo de parte da
lignina, ceras e 4cidos graxos presentes na superficie da superficie, corroborando com
a caracterizacdo quimica das amostras (Tabela 3) (Souza et al., 2016). E possivel
notar que a superficie da fibra apos a funcionalizacdo se mostra mais lisa e
homogénea, o que corrobora com a analise de extrativos que mostrou uma diminui¢ao
no percentual do mesmo. O que pode ser considerado vantajoso para aplicacdes em
gue haja necessidade de um suporte mais limpo e sem formacéo de coprodutos.

5.2.1.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

A figura 15 nos mostra as curvas de dTG para as amostras que foram

funcionalizadas em comparacéo a fibra ainda bruta.

Figura 15. Curvas de dTG para FCCV, FF e FLF
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Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel perceber que houve um aumento na estabilidade térmica de
ambas as fibras apds a etapa de funcionalizagdo. A FF e a FLF passaram a apresentar
Tonset com valores muito proximos, 252 e 249°C, respectivamente. Ao compararmos

com a FCCV vemos que ambos 0s suportes, mesmo apos a etapa de funcionalizacao,
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ainda permanecem com estabilidade térmica mais elavada que a fibra in natura,
219°C. O ombro que aparece em torno de 270°C na FLF indica a presenca de
hemiceluloses, ceras e acidos graxos e isso ja era esperado pois esta amostra foi
lavada apenas com 4gua (SOUZA et al., 2016). O que corrobora com a andlise de
MEV que mostra fracdes de ceras ainda na superficie da fibra ap6s a lavagem apenas
com 4gua. Sendo assim, através dessas andlises foi possivel confirmar a estabilidade

térmica do material apresentado.

5.2.2 Funcionalizagé&o utilizando o cloreto de p-toluenossulfonila

Na funcionalizacdo com o cloreto de p-toluenosulfonila avaliou-se o efeito
do tempo, da concentracdo do reagente funcionalizante e da presenca de duas bases
no meio reacional. As amostras de F4,5 e FF que foram tratadas com cloreto de p-
toluenosulfonila foram caracterizadas por MEV-EDS e na escolha do solvente foi
utilizado o software SimaPro.

Para que o efeito da funcionalizacdo fosse estudado as amostras de FL e
F4,5 também foram submetidas a andlise de MEV-EDS. A tabela 6 nos mostra os
valores obtidos para o teor de enxofre em cada amostra, sendo T1, T2 e T3 as siglas
equivalentes aos testes citados no tépico 4.5.2.

Tabela 6. Valores percentuais de enxofre, obtidos por MEV-EDS, para as
amostras F4,5 e FL, que foram submetidas aos testes com cloreto de p-
toluenossulfonila.

Amostra F45 FA5T1 F45T2 F45T3 FL FLT1 FLT2

Teor de enxofre (%) O 22 6,5 17 0 13 0,5

Fonte: Elaborado pela autora.

Esta tabela nos mostra que as fibras antes dos tratamentos ndo possuiam
enxofre em sua superficie, e logo apds os testes com o cloreto de p-toluenossulfonila
as fibras mostraram um determinado percentual de enxofre. Isso comprova a
incorporacao do grupamento na estrutura da fibra e mostra a eficiéncia dos testes para
funcionalizac&o. E possivel observar também que a trietilamina conseguiu incorporar
um teor maior de enxofre na superficie das fibras. As fibras tratadas com peroxido de
hidrogénio, obtiveram um maior teor de enxofre que as fibras que foram apenas

lavadas com &agua. Isso deve-se ao fato da maior exposi¢cdo dos grupamentos
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hidroxila presentes na celulose da fibra, o que torna a fibra mais reativa. Os dados
foram obtidos através valores médios oriundos de varreduras feitas em determinados
pontos da fibra, com isso essas médias podem nao ser absolutas, serdo necessarios
testes posteriores para confirmacgédo das mesmas. El-sayed et al. (2018), trabalharam
com tosilagdo de celulose microcristalina e através da caracterizacdo por energia
dispersiva conseguiram mostrar que obtiveram um teor de enxofre de 6,31%,
utilizando 0,208M de concentracédo, tempo de 24h e utilizando dimetilacetamida como
base. Neste trabalho, o maior valor obtido foi de 22% para a reacao utilizando
trietilamina como base, durante 21h e concentracdo de 0,28M de cloreto de p-
toluenosulfonila. Para as amostras do teste 2, também foi possivel obter valores
elevados de enxofre, mesmo em um tempo inferior devido a maior concentracao de
reagente utilizada e a mudanca de base. Desta forma,verifica-se que ha influéncia no
tempo de reacdo, na concentracdo de reagente e também na base utilizada no meio
reacional. Sendo a trietilamina a base que proporcionou maior funcionalizacéo entre
0s testes realizados.

Além disso, através do software SimaPro foi estudado o impacto ambiental
causado por ambos os reagentes utilizados no processo, a Piridina e a Trietilamina,
ambos reportados em reacfes de funcionalizacgo com o cloreto de p-
tolueonossulfonila (ALBAYRAK & YANG, 2002; RAHMAN et al., 2016). A figura 16
mostra o grafico gerado pelo SimaPRO, com os valores referentes aos critérios

avaliados.

Figura 16. Valores obtidos através do programa SimaPro para comparacdo entre a
producao de 1kg de trietilamina e 1kg de piridina.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Através desta figura € possivel perceber que em todos os cenarios a
piridina apresenta impacto ambiental negativo maior que a trietilamina. Desta forma,
a trietilamina, além de ter sido mais eficiente na funcionalizacdo, € a de menor
impacto, sendo a melhor alternativa para dar continuidade aos testes com este método

de funcionalizagao.

5.3 Teste de estabilidade do suporte

Visando avaliar o efeito de diferentes condi¢des reacionais em cada tipo de
fibra obtido, fez-se necessario alguns testes com amostras de FCCV, F4,5 e FF

variando os meios e as temperaturas.

5.3.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada em Fourier

Os espectros de FTIR das fibras apds os testes de estabilidade mostraram
gue a composicao da fibra se manteve estavel. As amostras foram nomeadas de
acordo com o0 meio reacional:

TP5- Amostras que estiveram em tampéao pH 5
TP7- Amostras que estiveram em tampéao pH 7
TP9- Amostras que estiveram em tampao pH 9
ET - Amostras que estiveram em etanol

OL - Amostras que estiveram em 6leo

ET+OL - Amostras que estiveram em etanol+6leo

A figura 17 nos mostra os espectros das amostras de FCCV que foram
testadas a 40 e 50°C. Os espectros para a F4,5 e FF, sdo mostrados nas figuras 18 e
19. E possivel notar que as principais bandas atribuidas a materiais lignoceluldsicos
apresentam-se no espectro, mesmo com a variacdo dos meios reacionais e da
temperatura. As bandas em torno de 3400cm™ que séo atribuidas aos grupamentos
hidroxila e as bandas em torno de 2900cm que séo caracteristicas dos grupamentos
metil e metileno. As vibracfes aromaticas da lignina sdo evidenciadas por bandas na
faixa de 1604cm™. A absorcdo em 1700cm™, indica a presenca de extrativos e acidos
graxos. Algumas amostras de F4,5 e FF, mesmo tendo passado por tratamentos para

remocgéao dos extrativos e das hemiceluloses, ainda apresentam bandas em torno de
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1700cm?, no entanto essas bandas podem ser associadas a presenca de 6leo

residual na superficie da fibra.

Figura 17. Espectros de FTIR para as FCCV antes (a) e depois do teste de
estabilidade, para as temperaturas 40°C (b) e 50°C (c)
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Figura 18. Espectros de FTIR para amostras de F4,5 antes (a) e depois de passarem
pelo teste dos meios reacionais, para as temperaturas 40°C (b) e 50°C (c)
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Figura 19. Espectros de FTIR para as amostras de FF antes (a) e depois de passarem pelo teste dos
meios reacionais, para as temperaturas 40°C (b) e 50°C (c)
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5.3.2 Analise termogravimétrica (TGA)

Os valores referentes aos dados de termogravimetria das fibras apds os
testes com 0s meios reacionais, citados no tépico anterior, sdo comparados com as

fibras antes dos tratamentos e mostrados nas tabelas 7,8 e 9.

Tabela 7. Dados de termogravimetria para as amostras de FCCV antes e depois
dos testes de estabilidade nas temperaturas de 40°C e 50°C.

AMOSTRAS Tonset (°C) 1° Evento (°C) 2° Evento (°C) Massa residual (%)
FCCV 219 235 285 34,5
TESTE EM 40°C
TP7 252 288 332 27,9
TP9 250 292 333 28,3
TP5 266 286 367 23,1
ET 255 293 362 19,8
oL 261 291 362 17,9
ET+OL 258 292 364 18,0
TESTE EM 50°C
TP7 252 280 326 28,5
TP9 257 290 339 25,9
TP5 265 316 354 28,7
ET 265 295 365 17,3
oL 261 288 363 18,7
ET+OL N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. : Nao determinado pelo autor
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 8. Dados de termogravimetria para as amostras de F4,5 antes e depois
dos testes de estabilidade nas temperaturas de 40°C e 50°C.

AMOSTRAS Tonset (°C) 1° Evento (°C) 2° Evento (°C) Massa residual (%)
F4,5 261 291 - 23,1
TESTE EM 40°C

TP7 40 260 320 - 25,2
TP9 40 252 325 - 28,7
TP5 40 255 326 = 27,7

ET 40 258 315 - 25,7
OL 40 274 326 - 18,8
ET+OL 265 319 - 215

Continua
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Tabela 8. Dados de termogravimetria para as amostras de F4,5 antes e depois
dos testes de estabilidade nas temperaturas de 40°C e 50°C.

AMOSTRAS Tonset (°C) 1° Evento (°C) 2° Evento (°C) Massa residual (%)
TESTE EM 50°C
TP7 40 247 315 - 25,3
TP9 40 255 311 - 28,5
TP5 40 260 330 - 29,8
ET 40 257 314 - 25,2
OL 40 264 320 - 24,2
ET+OL 265 319 - 23,8
Concluséo

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 9. Dados de termogravimetria para as amostras de FF antes e depois dos
testes de estabilidade nas temperaturas de 40°C e 50°C.

AMOSTRAS Tonset (°C) 1° Evento (°C) 2° Evento (°C) Massa residual (%)
FF 252 322 - 27,6
TESTE EM 40°C
TP7 40 253 290 - 27,6
TP9 40 257 317 - 33,3
TP5 40 N.D. N.D. N.D. N.D.
ET 40 248 298 - 23,9
OL 40 N.D. N.D. N.D. N.D.
ET+OL N.D. N.D. N.D. N.D.
TESTE EM 50°C
TP7 40 N.D. N.D. N.D. N.D.
TP9 40 248 318 - 31,7
TP5 40 N.D. N.D. N.D. N.D.
ET 40 246 329 - 24,2
OL 40 260 316 - 27,9
ET+OL 247 319 - 26,5

N.D. : Nao determinado pelo autor
Fonte: Elaborado pela autora

Através destas tabelas vemos que apds os testes houve um aumento da
estabilidade térmica da fibra em relagédo a FCCV. Os extrativos, que sd&o componentes
de rapida degradacéao, sao facilmente solubilizados nos meios testados, e com isso
ocorre 0 aumento na estabilidade térmica das amostras de FCCV testadas. Ja em
relacdo a F4,5 e a FF, observa-se que ha uma certa estabilidade em relagdo a

variacdo das temperaturas de degradagdo das amostras, desta forma € possivel
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compreender que esses componentes facilmente solubilizados ndo aparecem com
tanta intensidade nessas fibras e com isso a tendéncia € que 0s meios reacionais
utilizados sejam minimamente contaminados. Desta forma, a utilizacéo das fibras sem
tratamentos somente sera em casos onde 0S meios reacionais possam receber esse
coproduto sem que haja interferéncia no produto final desejado, como € o caso de
aguas residuais oleosas ou residuos gerados a partir de 6leo de cozinha (MENDES
et al., 2005; DELGADO et al., 2017).

5.3.3 Colorimetria

Os valores médios dos indices colorimétricos para as amostras de FCCV,

F4,5 e FF podem ser vistos nas tabelas 10,11 e 12, respectivamente.

Tabela 10. Valores de L*, a* e b* para as amostras de FCCV apoés o teste de
estabilidade, nas temperaturas de 40 e 50°C.

Amostra T (°C) L* a* b* Amostra T(°C) L* a* b*
FCCV - 47,5 9,64 24,2 FCCV - - - -
TP7 40 49,5 10,8 23,9 TP7 50 52,1 10,7 25,7
TP9 40 49,0 6,93 22,0 TP9 50 481 7,74 235
TPS 40 55,1 10,0 26,3 TP5 50 59,7 10,3 28,3
ET 40 51,8 9,00 22,9 ET 50 53,3 8,9 24,0
oL 40 48,8 8,79 23,6 oL 50 50,9 10,2 26,0
ET+OL 40 49,8 8,68 23,1 ET+OL 50 504 9,74 240

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 11. Valores referentes a L*, a* e b* para as amostras de F4,5 apos o teste
de estabilidade, nas temperaturas de 40 e 50°C.

Amostra T (°C) L* a* b* Amostra T(°C) L* a* b*
F4,5 = 82,1 -2,79 23,5 F4,5 = - - -
TP7 40 80,7 -1,73 16,2 TP7 50 75,3 0,21 18,8
TP9 40 81,4 -0,81 17,2 TP9 50 73,2 -0,05 18,0
TP5 40 82,9 -1,89 9,79 TP5 50 84,9 -0,92 15,2
ET 40 783  -3,86 20,4 ET 50 789 -0,43 255
oL 40 74,4 -3,09 21,8 oL 50 66,4 -1,26 15,5

ET+OL 40 77,2 -3,08 18,7 ET+OL 50 73,1 -1,12 18,7

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 12. indices de colorimetria para as amostras de FF ap0s os testes de
estabilidade, nas temperaturas de 40 e 50°C.

Amostra T (°C) L* a* b* Amostra  T(°C) L* a* b*
FF = 67,1 5,13 16,2 F4,5 = - - -
TP7 40 60,8 4,25 19,9 TP7 50 57,4 5,37 21,9
TP9 40 55,6 498 20,8 TP9 50 58,0 4,62 21,3
TP5 40 63,3 4,00 20,6 TP5 50 66,3 7,23 26,9
ET 40 59,5 392 191 ET 50 55,8 3,30 20,0
oL 40 43,4 4,11 18,4 oL 50 56,2 3,82 22,2

ET+OL 40 43,7 4,04 17,6 ET+OL 50 62,6 3,53 211

Fonte: Elaborado pela autora

O aumento dos valores de L* apresentados na tabela 10 indica que houve
remocao de agentes cromoéforos presentes na FCCV apoés os testes de estabilidade.
Os valores de a* e b* para a FCCV indicam que a sua tonalidade é laranja claro em
todas as amostras. Entre as amostras de FCCV, a que sofreu maior variacdo de
coloracdo mostrando as maiores alteragbes em L*, a* e b* foi a TP5, nas duas
temperaturas utilizadas. A segunda maior remog¢ao ocorre no meio com etanol e isso
pode ser atribuido a solubilizacdo de ceras e extrativos, que em temperatura elevada
se mostraram mais sollveis. Ao compararmos os valores da tabela 10 com os da
tabela 9, vemos que houve uma grande variacdo para os indices de colorimetria em
relacdo, isso se da devido ao pré-tratamento que a F4,5 sofreu e com isso varios
agentes cromoéforos foram removidos antes dos testes de estabilidade. E possivel
perceber também que apds o tratamento com 6leo houve um maior escurecimento da
F4,5 e FF, devido a deposi¢cdo das micelas de 6leo residual na superficie da amostra,
0 que corrobora com as analises de FTIR que mostram bandas caracteristicas
gorduras. O tampédo em pH 5 também se destacou para a F4,5 pois ele mais uma vez
promoveu maior alteracdo de cor na amostra. Desta forma, foi possivel notar que a
temperatura mais elevada promoveu maior remocao dos agentes cromoéforos na
FCCV e na F4,5.
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5.4 Imobilizag&o por ligagcao covalente de lipase da fibra tratada/funcionalizada

As tabelas 13 e 14 mostram as medidas de atividade, rendimento de
imobilizacdo e teor de proteina para a imobilizacdo de lipase tipo B de Candida

antarctica (CALB) nos suportes FF e FLF.

Tabela 13. Parametros de imobilizacdo de CALB em FF sob duas condi¢des de

pH (7 e 10) e tempo de contato (2 e 24h)
pH7e pH=7 e pH=10e pH=10e

Pardmetros de imobilizacéo

t=2h t=24h t=2h t=24h
Atividade no derivado(U/kg) 684+47 1039+95 185+29 154+72
Atividade recuperada (%) <1 <1 1 <1
Rendimento de Imobilizagao (%) 23 38 5 27
Teor de proteina imobilizado (ug/g) 3 6 3 3
Atividade Especifica (U/ug de proteina) 0,23 0,17 0,06 0,05

A representagdo <1 indicam as amostras que obtiveram atividade recuperada inferior a 1%
Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 14. Parametros de imobilizacdo de CALB em FLF sob duas condic¢des de
pH (7 e 10) e tempo de contato (2 e 24h)

. ) o . pH7e pH=7 e pH=10e pH=10e

Pardmetros de imobilizacao

t=2h t=24h t=2h t=24h
Atividade no derivado (U/kg) 396158 383163 308+29 602+47
Atividade recuperada (%) <1 <1 <1 <1
Rendimento de imobilizagcédo (%) 31 47 21 53
Teor de proteina imobilizado (ug/g) 3 15 7 6
Atividade Especifica (U/ug de

0,13 0,26 0,04 0,10

proteina)

A representagdo <1 indicam as amostras que obtiveram atividade recuperada inferior a 1%
Fonte: Elaborado pela autora

Com base nos resultados, o tempo e o pH da solugdo provocaram
alteracdes no processo de imobilizacdo de CALB em suportes funcionalizados com
grupamento aldeido a base de fibra de coco verde. Observou-se que a condi¢do de
imobilizagdo que promoveu maior atividade no derivado para a FF foi em pH 7 durante
24h com atividade medindo 1039 U/kg. Para o suporte FLF, maior atividade no
derivado (602 U/kg) foi observado em pH 10, apds 24h de contato enzima:suporte.

No suporte FF, a elevada atividade apresentada pela enzima imobilizada

em pH 7 em relacé&o a enzima imobilizada em pH 10, pode estar relacionado ao fato
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de que em pH 10 os grupos amina das enzimas sé&o mais reativos, desta forma tendem
a se ligar a mais pontos do suporte, podendo provocar deformacgéo na conformagao
da enzima (BLANCO et al., 1989). Os valores iguais do teor de proteina imobilizada
em pH 10 frente ao observado em 2h, pH 7, fortalecem essa hipétese. Além disso, a
maior atividade e maior teor de proteina imobilizada também deu-se em maior tempo.
Possivelmente isto tenha decorrido da baixa reatividade dos grupos amina em pH
neutro, contribuindo para que as ligacdes demorem mais tempo para serem formadas
(MATEO et al., 2007).

Para o suporte FLF, a maior atividade apresentada foi em pH10, apos 24h
(601,9 U/kg). O teor de proteina imobilizado em pH 10 também foi maior frente ao
obtido em pH 7. Como dito anteriormente, em pH 10 os grupamentos amina se tornam
mais reativos pois neste pH eles encontra-se na forma de nucledfilos. Para esta
condicao, como a fibra foi apenas lavada com agua, ela ainda possui uma quantidade
moderada ceras em sua superficie, sendo possivel que tenha ocorrido também
imobilizacédo por adsorcéo devido a forte atracdo da CALB por suportes hidrofébicos.
No entanto, seriam necessarias mais analises para confirmar esta teoria.

Comparando os resultados de ambos os suportes, em pH 7, a remogéao de
ceras e outros extrativos no pré-tratamento da fibra de coco contribuiu para uma
melhor interag@o suporte:enzima, resultando em um derivado mais ativo (pouco mais
que 2,5 vezes o valor obtido em FLF). Visando um derivado ligado de forma multi-
pontual ao suporte (imobilizacdo em pH 10), o suporte obtido da fibra apenas lavada
com agua e posteriormente funcionalizado mostrou-se o mais adequado imobilizando
maior teor de proteina e alcancando uma atividade quase 4 vezes maior que 0
derivado obtido em suporte de fibra pré-tratada (FF).

Brigida et al.(2007), também trabalharam com imobilizacdo de CALB em
fibra de coco funcionalizada e eles obtiveram valores de atividade de 42 U/g para a
CALB imobilizada em pH 7 e 20 U/g para a imobilizada em pH 10. Desta forma, faz-
se necessario testes e estudos mais aprofundados a respeito das técnicas de

imobilizagéo, visando o aumento da atividade no derivado.
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6 CONCLUSOES

Com a oxidacgéao utilizando H202 com concentragdo de 4,5% em pH 11,5 foi
possivel remover as impurezas na superficie da fibra de coco verde, aumentando o
teor de celulose e melhorando a estabilidade térmica das fibras. Foi possivel realizar
as funcionaliza¢des com periodato de sddio e cloreto de p-toluenosulfonila. Obtendo
para o periodato 198umol de grupamentos aldeido por grama de fibra na FF e para
para o cloreto de p-toluenosulfonila um teor de 22% também para a melhor condicéo.
Foi possivel realizar a funcionalizacdo da fibra apenas lavada com agua (FLF) nas
mesmas condi¢des reacionais em que a fibra pré-tratada foi testada, com ambos os
agentes funcionalizantes. O reagente selecionado para auxiliar na funcionalizacéo
com cloreto de p-toluenosulfonila foi a TEA pois mostrou um impacto ambiental inferior
ao da piridina. No entanto, estudos futuros serdo necessarios para melhorar as etapas
relacionadas a reacdo da fibra com cloreto de p-toluenossulfonila. As fibras que
passaram pelo teste de estabilidade mostraram que de acordo com as analises de cor
e de TGA houve remocéao de alguns componentes da fibra, no entanto o FTIR mostrou
que a estrutura lignocelulésica dela foi preservada. As fibras pré-tratadas e
posteriormente oxidadas com o periodato possuem maior estabilidade no meio
reacional, pois foi a que mostrou menor tendéncia a contaminar o meio. O teste em
tampéo pH 5 foi 0 que causou um maior dano as fibras, dessa maneira entre 0s meios
testados esse seria 0 menos recomendado. Foi possivel imobilizar CALB tanto em
pH7 quanto em pH10 nas fibras funcionalizadas com periodato (FF e FLF). Apesar de
ambos suportes preparados se mostrarem capazes de imobilizar as enzimas, devido
a diferenca de composi¢cdo de ambos se faz necessario aplicacdes distintas. Para a
FF sugere-se aplicacfes onde o coproduto necessite ser mais limpo e para a FLF,
sugere-se aplicacfes relacionadas ao tratamento de residuos. Apesar da necessidade
de maiores estudos sobre imobilizacdo para avaliar as melhores condicbes de
imobilizacdo e estabilidade dos derivados obtidos, pode-se concluir que a
funcionalizacdo da fibra da casca de coco verde com periodato de sodio, sem o uso
de outros agentes funcionalizantes, € um método bastante promissor. Esse método
foi capaz de produzir suporte que se mostrou capaz de possuir elevada quantidade

de grupos reativos, elevada resisténcia e boa estabilidade térmica.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Mesmo a fibra da casca de coco verde se mostrando muito promissora
como suporte para imobilizacdo de enzimas, o que também foi relatado em outros
trabalhos, ainda existem tematicas a serem exploradas como:

e Estudar o efeito de condi¢cbes de imobilizacdo, variando pH, tempo, temperatura,
propor¢ao entre a enzima e o suporte;

e Testar o suporte produzido utilizando outras enzimas;

¢ Investigar mais detalhadamente a influéncia variacdo do tempo e da concentragao
do cloreto de p-toluenosulfonila na reacao;

e Caracterizar o suporte produzido utilizando o cloreto de p-toluenosulfonila;

e Realizar a imobilizacdo das enzimas no suporte preparado com cloreto de p-
toluenosulfonila;

e Realizar os testes de estabilidade com o suporte preparado com o cloreto de p-
toluenosulfonila;

e Verificar o potencial da reutilizacdo de todos os suportes preparados.
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